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Summary
The assessment of semen quality has long been based on sperm density, motility
and morphology. In the last 5 years, sperm morphology has received increasing
attention. This can be attributed to a new evaluation technique of morphology,
which was introduced by Kruger and coworkers in 1988. At the same time a
new staining technique, Diff-Quik, was introduced. This Diff-Quik staining is
a time saving procedure compared to Papanicolaou staining which has also been
widely used in evaluating sperm morphology. Slides stained with Papanicolaou
and Diff-Quik have almost the same quality, enabling the morphological status
of spermatozoa to be evaluated in detail. However, the latter technique gives
a clear background of the stained smears.
The main difference between studies of morphology lies in the application of
the criteria for evaluation. The predictive value of human sperm morphology
for IVF was evaluated. For the first time, the WHO (World Health Organiza-
tion) and Kruger's strict criteria (MEUSC) were compared in patients with
normal sperm density and motility parameters. Although there was a correlation
between the percentage of normal morphology with the WHO criteria and fertil-
ization in-vitro (r=0.282, p<0.001), the correlation for strict criteria was much
better (r=0.555, p<0.000005)(Chapter II).
We have also determined an optimal cut-off point for normal morphology.
Below 5% normal morphology there was a severe impairment of the
fertilization rate (23%). Also in comparison to other sperm parameters,
MEUSC showed the highest (and the only clinically acceptable) kappa value
(0.439)(Chapter II).
In Chapter III, the predictive value of the Hypoosmotic Swelling Test (HOST)
was evaluated and compared with the morphology scores.
The most appropriate cut-off point for the HOST in the native sample was
found at 60% swelling. However, the kappa value of 0.151 demonstrates that
this agreement was entirely due to chance. The correlation between sperm
swelling in response to hypoosmotic conditions and fertilization in vitro was low
(r = 0.334). MEUSC on the other hand correlated better with the fertilization
outcomes and also predicted IVF failure better than the HOST(Chapter III).
In Chapter IV, a larger and nonselected IVF population was studied for both the
WHO criteria and the strict criteria. The aim was to search for other parameters
in the native sample to allow establishing reliable patient selection criteria for
IVF. Of the classical seminal measurements, the best cut-off points to predict
IVF failure were found to be: sperm density 20 x lOVml, motility 30%,
progressive motility 30%, progressive motile sperm density (PMSD) 3 x
10'/ml, normal morphology using WHO criteria 14%, and morphology
evaluation using strict criteria 5%. Even in this unselected IVF population, the
cut-off point for the WHO criteria was below the official 50% WHO limits,
which was applicable at the time of the study (Recently the WHO has changed
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the normal morphology lower limit to 30%).
Since PMSD was the second best parameter, it was combined with MEUSC in
predicting fertilization and pregnancy rates. When both parameters were below
their respective cut-off points, the fertilization rate was only 18% and no
pregnancies were achieved. On the other hand, the fertilization rate was 72%
and the pregnancy rate was 27% if both parameters were above their respective
cut-off points.
In Chapter V, morphology scores after swim-up and the number of morphologi-
cally normal spermatozoa in the insemination medium (IMNS) were evaluated
with respect to IVF outcome.
The highest correlation between the pre- and post swim-up sperm parameters
was found for sperm morphology scores, showing that sperm morphology score
in the swim-up portion can be predicted from the native sample (r=0.804)(Cha-
pter V).
After the swim-up procedure, a significant increase in spermatozoa exhibiting
progressive motility and normal morphology was observed for the whole group.
However, the percentage of spermatozoa with progressive motility did not
improve significantly in the infertile group whereas in the fertile group there
was a significant increase (p< 0.0005). The percentage of normal morphology
showed a significantincrease in both groups (p<0.001).
Since the number of progressive motile spermatozoa was adjusted to the same
level in the IVF medium, the possible parameters to be used as IVF predictors
were sperm density, the percentage of spermatozoa with normal morphology in
the native sample and the number of morphologically normal spermatozoa used
for IVF (IMNS). Sperm density had no effect on the IVF outcome. IMNS
showed a weak correlation with fertilization outcome (r=0.336, p < 0.001) but
failed to give a clinically acceptable cut-off point whereas MEUSC was the best
predictor (Chapter IV).
The highest predictive value for IVF outcome was found for the percentage of
morphologically normal spermatozoa, both in the native and post swim-up
samples. Moreover, only these two parameters gave clinically acceptable cut-off
points (5% and 8% respectively). When native MEUSC scores and post swim-
up MEUSC scores were both below their respective cut-off levels, fertilization
rate was 7% and no pregnancies were achieved.
The number of progressively motile spermatozoa can be elevated by motility
stimulants. Pentoxifylline (PF), a phosphodiesterase inhibitor, is widely used for
this purpose. In Chapter VI, the effects of PF incubation on intracellular cAMP
concentrations and motility parameters have been evaluated. All motility
parameters were significantly higher in the PF group when compared with the
control group (p<0.05). Intracellular cAMP concentrations were not signifi-
cantly different in control and PF groups after processing of the spermatozoa
as for IVF. Moreover, there was a significant elevation in the intracellular
cAMP concentrations in the PF group immediately after incubation
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(p<0.0005). Our results are in agreement with previous findings and show that
once the cAMP levels have been elevated with pentoxifylline, subsequent
washing does not affect the hyperactivation and sensitization of the spermatozoa
to spontaneous acrosome reaction, although the cAMP levels decrease.
Therefore, PF can be used as a stimulant for IVF to enhance the progressive
motile density and further washing will not negate the stimulatory effect.
In conclusion, the results from Chapters II to IV show that morphology
evaluation using strict criteria (MEUSC) for evaluation of human sperm
morphology plays an important role in predicting IVF results and that it is
superior to WHO criteria. Additional parameters for IVF prediction are PMSD
in the native sample and the MEUSC in the insemination medium. Furthermore,
the fact that there were no pregnancies in patients who have semen samples that
fall below cut-off points for MEUSC, PMSD and post swim-up MEUSC scores,
should motivate the clinician to search for treatment procedures in addition to
classical IVF treatment, such as incubating the sperm with pentoxifylline, which
enable the recovery of higher numbers of progressive motile spermatozoa for
in vitro insemination (Chapter VI).
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Samenvatting
De kwalitatieve beoordeling van semen is lang gebaseerd geweest op spermato-
zoaconcentratie, -motiliteit en -morfologie. Gedurende de laatste vijf jaar heeft
de morfologie van de spermatozoa stteds meer de aandacht met name gekregen.
Dit kan worden toegeschreven aan een nieuwe evaluatiemethode van de
morfologie, die geïntroduceerd werd door Kruger en medewerkers in 1988.
Tegelijkertijd werd door deze groep een nieuwe kleurtechniek geïntroduceerd.
Deze Diff-Quik kleuring is een tijdbesparende procedure vergeleken met de veel
gebruikte Papanicolaou kleuring. Beide kleurmethoden geven kwalitatief zeer
goede en vergelijkbare preparaten waarbij het morfologisch aspect van
spermatozoa tot in details bestudeerd kan worden. De Diff-Quik kleuring geeft
echter minder achtergrondkleuring, hetgeen een voordeel is.
Het belangrijkste verschil tussen studies aangaande de morfologie van spermato-
zoa is gelegen in de toepassing van de evaluatiecriteria. In hoofdstuk II wordt
de voorspellende waarde van de morfologie van humane spermatozoa onder-
zocht ten aanzien van in-vitro fertilisatie (IVF) resultaten. Voor het eerst sinds
de introductie van de nieuwe evaluatiecriteria door Kruger en medewerkers
werden de WHO (World Health Organization) en de strikte criteria van Kruger
(MEUSC) met elkaar vergeleken bij patiënten met normale spermatozoa-
concentraties en -motiliteit. De morfologie werd geevalueerd in met Diff-Quik
gekleurde preparaten, gemaakt van vers semen. Hoewel het percentage sperma-
tozoa met normale morfologie volgens de WHO criteria bleek te correleren met
de kans op bevruchting in vitro (r=0.282, p<0.001), bleek deze correlatie bij
de strikte criteria veel beter te zijn (r=0.555, p < 0.000005) (Hoofdstuk II).
Ook werd het optimale afkappunt voor normale morfologie bepaald. Bij semen
met minder dan 5% spermatozoa met normale morfologie (MEUSC) werd een
laag bevruchtingspercentage gevonden (23%). In vergelijking met andere
semenparameters bleek de MEUSC de hoogste (en de enige klinisch accep-
tabele) kappa waarde (0.439) te hebben (Hoofdstuk II).
In hoofdstuk III wordt de voorspellende waarde van de Hypoosmotic Swelling
Test (HOST) ten aanzien van de bevruchting in vitro geevalueerd, en verge-
leken met de morfologie-scores. Het meest geschikte afkappunt voor de HOST
in onbewerkt semen bleek bij 60% zwelling te liggen. Echter, de bijbehorende
lage kappa waarde van
 0.151, betekent dat de overeenstemming tussen de
HOST en de IVF resultaten aan het toeval zijn toe te schrijven. Ook de
correlatie tussen de zwelling van spermatozoa als gevolg van de hypo-
osmotische condities en de bevruchting in vitro bleek laag te zijn (r=0.334).
MEUSC echter bleek beter te correleren met het resultaat van de in vitro
fertilizatie, en bleek ook beter dan de HOST te kunnen voorspellen in welke
gevallen geen enkele eicel bevrucht zou worden (Hoofdstuk III).
In hoofdstuk IV worden de resultaten beschreven van een onderzoek verricht
bij een grotere en niet-geselecteerde IVF populatie. Het doel van deze studie
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was om te onderzoeken welke parameters van de semenanalyse (inclusief de
morfologie volgens de WHO criteria en de MEUSC) betrouwbare selectie crite-
ria zouden zijn voor patiënten die in aanmerking komen voor een IVF behande-
ling. Als beste afkappunten voor de verschillende klassieke semen parameters
werden gevonden: spermatozoa concentratie 20 miljoen/ml, motiliteit 30%,
progressieve motiliteit 30%, progressief bewegende spermatozoa concentratie
(PMSD) 3 miljoen/ml, normale morfologie volgens WHO criteria 14%, en
normale morfologie volgens strikte criteria 5 %. In deze niet-geselecteerde IVF
patiëntengroep bleek het beste afkappunt voor de morfologie volgens de WHO
criteria beneden het officiële WHO afkappunt uit 1987 van 50% te liggen. Zeer
recent (1993) heeft de WHO dit afkappunt gewijzigd in 30%. Na de MEUSC
bleek de PMSD de beste parameter te zijn om bevruchting in vitro en
zwangerschap te kunnen voorspellen. Bij een combinatie van beide parameters
beneden hun respectievelijk afkappunt werd een bevruchtingspercentage van
slechts 18% gevonden, en werd geen enkele zwangerschap verkregen. Bij beide
parameters boven hun afkappunt werd een bevruchtingspercentage van 72 % en
een zwangerschapspercentage van 27% gevonden.
Voor het onderzoek beschreven in hoofdstuk V werd de morfologie bestudeerd
van de spermatozoa die in contact worden gebracht met de eicellen. Deze
spermatozoa zijn door middel van een zogenaamde "swim-up" techniek
geselecteerd uit het verse semenmonster. De voorspellende waarde ten aanzien
van bevruchting in vitro van zowel het percentage, als het aantal spermatozoa
met een normale morfologie werd onderzocht. Van aile onderzochte sperma-
parameters bleek de morfologie de beste correlatie te vertonen tussen de
waarden gevonden in het verse semen en in de "swim-up"-oplossing (r=0.804).
Na de swim-up procedure werd een significante stijging gevonden in het
percentage morfologisch normale spermatozoa, voor zowel de fertiele
patiëntengroep, als de infertiele groep (p<0.001). In de fertiele groep werd na
de swim-up procedure ook een significante stijging gevonden in het percentage
progressief bewegende spermatozoa (p< 0.0005), terwijl in de infertiele groep
deze stijging niet gevonden werd.
Omdat bij elke patient een zelfde aantal progressief bewegende spermatozoa in
het inseminatie medium gebracht werden, blijven als mogelijke parameters voor
het voorspellen van de IVF resultaten over de totale spermatozoaconcentratie,
het percentage spermatozoa met normale morfologie, en het aantal spermatozoa
met normale morfologie (IMNS). De totale spermatozoaconcentratie bleek geen
effect te hebben op het IVF resultaat. IMNS liet een geringe correlatie zien met
de bevruchtingsresultaten (r=0.336, p< 0.001), maar gaf geen klinisch
acceptabel afkappunt. MEUSC bleek de beste voorspeller (Hoofdstuk IV).
Het percentage spermatozoa met een normale morfologie heeft de hoogste
voorspellende waarde ten aanzien van de IVF resultaten, zowel in het verse
semenmonster als in het swim-up monster. Het zijn ook deze twee parameters
die klinisch acceptabele afkappunten geven (5% en 8%, respectievelijk). Bij een
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combinatie uitkomsten ander het afkappunt van zowel de MEUSC van het verse
semen, als de MEUSC van het swim-up monster, was het bevruchtingspercen-
tage slechts 7% en er werd geen enkele zwangerschap gerealiseerd.
Het percentage progressief bewegende spermatozoa kan verhoogd worden met
behulp van motiliteitsstimulantia. Pentoxifylline (PF), een fosfodiesterase
remmer, wordt vaak gebruikt voor dit doel. In hoofdstuk VI worden de effecten
van de incubatie van spermatozoa met PF op de intracellulaire cAMP
concentratie en motiliteitsparameters van spermatozoa beschreven. Gevonden
werd dat aile motiliteitsparameters significant hoger waren in de PF groep,
vergeleken met de contrôle groep (p<0.05). In de PF groep werd direct na de
incubatie ook een significante verhoging van de intracellulaire cAMP concentra-
tie gevonden (p<0.0005). Als de spermatozoa echter bewerkt werden als voor
een IVF behandeling, bleken de intracellulaire cAMP concentraties niet signifi-
cant verschillend te zijn in de contrôle en de PF groepen. Deze resultaten zijn
in overeenstemming met eerdere bevindingen en laten zien dat, zodra de cAMP
niveau's in de spermatozoa eenmaal verhoogd zijn geweest onder invloed van
PF, een verdere incubatie van de spermatozoa in medium zonder PF geen
invloed meer heeft op de staat van hyperactivatie van de spermatozoa, hoewel
de cAMP niveau's weer dalen. PF kan daarom gebruikt worden bij IVF om de
progressief bewegende spermatozoaconcentratie te vergroten, en verdere
wasprocedures zullen dit stimulerend effect niet te niet doen.
Concluderend kan gesteld worden, dat uit de resultaten beschreven in hoofdstuk
II - IV blijkt, dat de morfologische evaluatie van humane spermatozoa, op basis
van strikte criteria (MEUSC), een belangrijk instrument is om de bevruch-
tingspercentages bij in vitro fertilisatie te voorspellen, en dat de MEUSC beter
voorspelt dan de morfologische evaluatie op basis van de WHO criteria.
Additionele parameters die belangrijk zijn voor de voorspelling van IVF
resultaten zijn de PMSD in het verse semenmonster en de MEUSC in het
inseminatiemedium. Het feit dat er geen zwangerschappen gevonden werden bij
patiënten met MEUSC, PMSD en post swim-up MEUSC scores beneden hun
respectievelijke afkappunten, is een motivatie om te zoeken naar
behandelprocedures, zoals de incubatie van spermatozoa met PF, die het
mogelijk maken om een groter aantal progressief bewegende spermatozoa te
verzamelen voor IVF (Hoofdstuk VI).
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Ozet
Sperm sayisi, hareketliligi ve morfolojisi, ejakulat kalitesini belirleyen faktôrler
olarak kabul edilmektedir. 1988 yilinda Kruger et al. in ônerdigi yeni morfoloji
degerlendirme teknigi sayesinde, sperm morfolojisi son 5 senedir diger paramet-
relerden daha fazla ônem kazanmiçtir. Ayni dônemlerde, rutin olarak kulla-
nilmakta olan Papanicolau boyama yôntemine alternatif olarak, daha hizh sonuç
veren Diff-Quik boyama yôntemi de onerilmi§tir. Préparât kalitesi açisindan iki
boyama yôntemi arasinda fark olmamakla birlikte, Diff-Quik ile boyanmis. pre-
paratlarda sperm morfolojisi daha detayh olarak degerlendirilebilir. Diff-Quik
ile boyanmis. preparatlar aynca daha net bir fona sahiptir.
Sperm morfoloji çaliçmalan arasindaki en belirli farkhhk degerlendirme yôn-
temlerinden kaynaklanmaktadir. Sperm morfolojisinin in vitro fertilizasyon
(IVF) programlanndaki rolù degerlendirilmiçtir. Literatiirde ilk kez Diinya
Saghk Ôrgùtii (WHO) ile Kruger tarafindan onerilmis, olan dikkatli morfoloji
degerlendirmesi (MEUSC), sperm sayisi ve hareketliligi normal olan hastalarda
(IVF programi çerçevesinde) kar§ila§tinlmi§tir. Hernekadar WHO degerlen-
dirme yôntemi ile in vitro dôllenme sonuçlan arasinda bir korelasyon saptan-
miçsa da (r=0.282, p < 0.001), bu korelasyon dikkatli degerlendirme yôntemi
lehinedir (r=0.555, p<0.000005)(Chapter II).
Yayinlanmis. esjk degerleri kullanmak yerine, yeni degerlendirme yôntemi için,
yeni bir e§ik deger ara§tinlmi§tir. Normal morfoloji yiizdesi %5 in altinda olan
hastalann in vitro dôllenme yiizdesi du§mu§tur (%23). Turn sperm parametre-
leri için ROC egrileri olu§turulmu§ ve MEUSC en yiiksek kappa degeri (0.439)
ile birlikte klinikte tek kabul edilebilir paramètre olarak saptanmi§tir (Chapter
n).
Chapter III de hipoosmotik §i§me testinin (HOST) klinik yararhligi
degerlendirilmis. ve sperm morfolojisi ile kar§ila§tinlmi§tir. HOST için en
uygun e§ik deger %60 olarak captanmicsada 0.151 ile sinirli kalan kappa degeri
bu e§ik degerin tamamen §ans eseri oldugunu vurgulamaktadir. HOST ile in
vitro dôllenme arasindaki korelasyon da dù§ùktiir (r=0.334). Bunun yamnda
MEUSC ile in vitro dôllenme arasindaki korelasyon yùksek olup, ba§ansiz IVF
sonuçlanni (%0 dôllenme) ônceden belirleyebilmi§tir.
Chapter IV de, hiçbir kisitlamaya gidilmeksizin riim IVF grubu MEUSC ve
WHO degerlendirme yôntemleri çerçevesinde incelenmis.tir. Ayni zamanda
MEUSC e yardimci ba§ka parameterelerin olup olmadigim araçtirmak amaçlan-
mi§tir. Klasik parametreler için en uygun e§ik degerler; sperm sayimi 20 x
lOVml, hareketlilik %30, progresif hareketlilik %30, progresif hareketli sperm
sayisi (PMSD) 3 x lOVml, normal morfolji WHO yôntemi %14, ve normal
morfoloji dikkatli degerlendirme yôntemi %5, olarak saptanmistir.
Ayirim yapilmami§ bu IVF populasyonunda da WHO yôntemi için saptanmis.
olan % 14, Diinya Saghk Ôrgùtiinun o dônemlerde kullandigi %50 e§ik degerin
çok altindadir (Diinya Saghk Ôrgutii bu degeri yakin zamanda %30 a
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indirmiçtir).
PMSD, MEUSC tan sonra en iyi ikinci paramètre olarak saptandigindan, bu iki
paramètre in vitro dollenme ve hamilelik yùzdesi gôz ônùnde tutularak birlikte
degerlendirilmi§tir. Bu iki paramètre, yukanda verilen e§ik degerlerin altina
dù§tùgùnde dollenme yùzdesi yalnizca %18 olup, bu gurupta hiçbir hamilelik
saptanmami§tir. Bunun yaninda eger her iki paramètre de esik degerlerinin
ùzerinde ise dollenme yùzdesi %72, hamilelik yùzdesi %27 olarak saptanmi§tir.
Chapter V de swim-up prosedùrù sonrasindaki morfolji ile inseminasyon sivisi
içindeki normal morfolojiye sahip sperm sayisi (IMNS), IVF sonuçlan îgiginda
degerlendirilmistir.
Swim-up ôncesi ve sonrasi sperm parametreleri degerlendirildiginde, saptana en
yùksek korelasyon morfoloji skorlanna aittir. Bu sonuç swim-up sonrasinda
saptanan morfoloji yùzdesinin, swim-up ôncesinden dogru §ekilde tahmin
edilebilecegïni gôstermektedir (r=0.804)(Chapter V).
Tùm gurupta swim-up prosedùrù sonrasinda progresif motilite yùzdesi ve
sayisinda, ve normal morfoloji yùzdesinde belirgin bir artis. saptanmi§tir. Fakat
gurup fertil ve infertil olarak ayn ayn degerlendirildiginde progresif hareketlilik
yùzdesindeki belirgin arti§ yalnizca fertil guruba ait olup (p< 0.0005), infertil
gurupta saptanmami§tir. Normal morfoloji ise her iki gurupta da belirgin arti§
gôstermistir (p<0.001).
IVF inseminasyon sivisinda, progresif hareketlilik gôsteren sperm sayisi
sabitleçtirildiginden, elimizde IVF sonuçlanni ônceden belirleyecek paramètre
olarak yalnizca, bu sividaki sperm sayisi, normal morfoloji yùzdesi ve normal
morfolojiye sahip sperm sayisi kalmaktadir. Sperm sayisirun IVF sonuçlanna
hiçbir etkisi yoktur. IMNS dollenme yùzdeleri ile îlimli bir korelasyon
gôstermekle birlikte (r = 0.336, p<0.001) klinikte kabul edilebilecek bir e§ik
deger gôsterememektedir. MEUSC ise en belirleyici paramètre olma ôzelligini
korumaktadir (Chapter IV).
IVF sonuçlanni en iyi belirleyici iki paramètre swim-up ôncesi ve sonrasindaki
MEUSC skorlandir. Daha ônemlisi, klinikte kullanilabilecek e§ik degerleri
ancak bu iki paramètre vermektedir (sirasiyla %5 ve %8).
Bu iki paramètre birlikte degerlendirildiginde, e§ik degerlerin altmda kalan
hastalarda dollenme yùzdesi %7 olup hamilelik saptanmami§tir.
Progresif hareketli sperm sayisi motilite stimùlanlarinm yardimi ile arttinlabilir.
Pentoxifylline (PF), bir fosfodiesteraz inhibitôrù olup, genis bir kullanim alam
bulmu§tur.
Chapter VI da, PF inkubasyonunun spermlerdeki intrasellùler sikJik adenosin-
monofosfat (cAMP) konsantrasyonu ve motilite parametrelrine etkisi incelen-
miçtir. Tùm motilite parametreleri kontrol gurubu ile karçilaçtinldiginda PF
gurubunda belirgin olarak yùksektir (p<0.05). Spermatozoa rutin IVF
prosedùrùne tabi tutuldugunda inrasellùler cAMP konsantrasyonlannda
degiçiklik saptanamami§tir. Fakat cAMP konsantrasyonlan PF inkubasyonunun
hemen akabinde olçùldùgùnde, PF gurubu belirgin §ekilde yùksektir
112
(p< 0.0005).
Bu sonuçlar literatiirdekiler ile birlikte de|erlendirildiginde, su sonuç çikmakta-
dir; cAMP konsantrasyonu PF inkiibasyonu ile yukselmekle birlikte, PF sividan
uzakJa§tinldiginda cAMP konsantrasyonu dusse bile bu spermin hiperaktivas-
yonuna ve spontan akrozom reaksiyonu sensitizasyonuna engel olmamaktadir.
Bundan dolayi PF, IVF programlannda uyanci olarak kullanilabilir, aynca
sividan uzakla§tinlmasi uyanci ozelligini etkilememektedir.
Sonuç olarak, Chapter II den IV e kadar olan bolùmlerin verileri, dikkatli
degerlendirme yônteminin, IVF sonuçlan açisindan ônemli roi oynadigini ve
Dùnya Saghk Ôrgùrii yôntemine olan usriinlùgùnù vurgulamaktadir.
MEUSC e yardimci diger parametreler PMSD ve swim-up sonrasi MEUSC dur.
Daha ônemlisi, bu iiç parametreye ait eçik degerlerin altina dù§en hastalar
klinisyenleri rutin IVF tedavisi diçinda, PF incubasyonu gibi daha fazla sayida
progresif hareketli sperm sayisi elde edbilecekleri alternatif tedaviler aramaya
motive etmelidir (Chapter VI).
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